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ABSTRAKT 
Cílem práce je studium moţností mikrobiální produkce polyhydroxyalkanoátů (PHA) na 
různých odpadních substrátech. Polyhydroxyalkanoáty nacházejí uplatnění jako 
biodegradabilní materiály.  Pro laboratorní práci byla vyuţita průmyslově uţívaná bakterie 
Cupriavidus necator, jeţ byla kultivována s prekurzory různých monomerních jednotek 
s cílem produkce kopolymerů 3HB s 3HV a 4HB. Bakterie byla dále kultivována na různých 
odpadních substrátech, především olejnatých, s cílem dosáhnout co nejvyšší produkce 
polymeru. Další velkou část práce tvoří studium izolačních strategií PHA s vyuţitím enzymů. 
Komerčně vyuţívané protéazy – alkaláza a pankreatin – jsou účinnými enzymy pro rozklad 
bakteriální buňky. Řada optimalizačních experimentů ukázala, ţe při pouţití enzymu můţeme 
získat aţ o 13 % čistší polymer. Vzrůst čistoty PHA aţ nad 90% hranici byl docílen 
přídavkem povrchově aktivní látky, která podporuje rozpustnost buněčných komponent 
netvořících polymer a můţe zvýšit čistotu aţ o 20 % vůči kontrolní kultivaci. Část práce se 
zabývá i vyuţitím enzymového preparátu izolovaného z bakterie Bacillus subtilis. Jeho 
aplikace na bakteriální kultury vedla k zisku polymeru s čistotou přesahující 95% hranici. 
Tyto výsledky by mohly být základem nové izolační strategie, která povede k efektivnějšímu 
zisku PHA z biomasy. 
 
ABSTRACT 
The aim of this work is to study the possibility of microbial production of 
polyhydroxyalkanoates (PHA). PHA can be used as biodegradable materials. Bacterial strain 
Cupriavidus necator was used for laboratory production of PHA. This bacterium was 
cultivated in medium with various precursors to produce copolymers of 3HB with 3HV or 
4HB. Another part of the work was aimed at cultivation of C. necator on different waste 
substrates, especially oils, with the aim to achieve the highest production of polymer. Another 
large part of the thesis is dedicated to isolation strategies of PHA using enzymes. 
Commercially used proteases – alcalase and pancreatin – can be used with advantages for 
digestion of bacterial cells. A number of optimization experiments showed that application of 
proteases leads to enhancement of PHA purity to about 13%. Purity increase up to 90 % was 
achieved by adding a surfactant, which promotes the solubility of non-PHA forming polymer. 
This surfactant increases the purity of 20 % when compared to control. The last part of 
presented work deals with the use of enzyme solution isolated from Bacillus subtilis medium. 
Its application to C. necator culture led to the yield of polymer at a purity exceeding 95 %. 
These results could represent the basis for new isolation strategies, which can lead to more 
efficient yield of PHA. 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Polyhydroalkanoáty (PHA), Polyhydroxybutyrát (PHB), Cupriavidus necator, purifikace, 
enzymy, SDS, oleje. 
 
KEY WORDS 
Polyhydroyalkanoate (PHA), Polyhydroxybutyrate (PHB), Cupriavidus necator, purification, 
enzyme, SDS, oils.  
  
STAŇKOVÁ, M. Produkce polyhydroxyalkanoátů s využitím odpadních substrátů a jejich 
následná izolace. Brno: Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, 2011. 100 s. 
Vedoucí diplomové práce doc. RNDr. Ivana Márová, CSc.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
 
Prohlašuji, ţe jsem diplomovou práci vypracovala samostatně a ţe všechny pouţité 
literární zdroje jsem správně a úplně citovala. Diplomová práce je z hlediska obsahu 
majetkem Fakulty chemické VUT v Brně a můţe být vyuţita ke komerčním účelům jen se 
souhlasem vedoucího diplomové práce a děkana FCH VUT. 
 
 
…………………….. 
 podpis diplomanta   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poděkování:  
Tímto bych chtěla poděkovat Ing. Stanislavu Obručovi, Ph.D. za cenné rady a pomoc při 
vypracování diplomové práce. Poděkování patří také doc. RNDr. Ivaně Márové, Csc.  
Předloţená práce byla finančně podpořena z prostředků projektu 
CZ.1.05/2.1.00/01.0012/ERDF.   
 
  
3 
 
1. OBSAH 
1. OBSAH ....................................................................................................................... 3 
2. ÚVOD ......................................................................................................................... 4 
3. TEORETICKÁ ČÁST .............................................................................................. 5 
3.1. Historie ................................................................................................................. 5 
3.2. Obecný popis PHA ............................................................................................... 5 
3.2.1. SCL PHA ...................................................................................................... 6 
3.2.2. MCL PHA ..................................................................................................... 7 
3.2.3. Syntéza a struktura granulí ............................................................................ 7 
3.2.3.1. PHA syntáza (PhaC) ................................................................................. 8 
3.2.3.2. PHA depolymeráza (PhaZi).................................................................... 10 
3.2.3.3. Phasiny (PhaP) ........................................................................................ 10 
3.2.3.4. Regulační proteiny exprese phasinů (PhaR) ........................................... 11 
3.2.4. Fyzikálně chemické vlastnosti .................................................................... 12 
3.3. Biosyntéza PHA ................................................................................................. 13 
3.3.1. Popis metabolismu ...................................................................................... 13 
3.3.2. Enzymové vybavení buňky pro syntézu PHA ............................................ 16 
3.3.3. Regulace produkce PHA ............................................................................. 17 
3.3.3.1. Regulace na enzymové úrovni ................................................................ 17 
3.3.3.2. Regulace na genové úrovni .................................................................... 18 
3.4. Bakteriální producenti PHA ............................................................................... 18 
3.4.1. Bakterie Cupriavidus necator H16 ............................................................. 19 
3.5. Vyuţití odpadních substrátů k produkci PHA .................................................... 20 
3.5.1. Vyuţití odpadních substrátů obsahujících sacharidy .................................. 20 
3.5.2. Vyuţití odpadních substrátu na bázi olejů .................................................. 22 
3.5.3. Vyuţití odpadních substrátů na bázi organických kyselin .......................... 23 
3.5.4. Vyuţití odpadních substrátů obsahujících alkoholy ................................... 23 
3.6. Produkce PHA s vyuţitím prekurzorů ............................................................... 23 
3.7. Srovnání moţných strategií izolace PHA ........................................................... 24 
3.7.1. Předčištění vzorků ....................................................................................... 24 
3.7.2. Extrakční metody ........................................................................................ 25 
3.7.2.1. Metody vyuţívající rozpustnosti PHA ................................................... 25 
3.7.2.2. Metody zaloţené na rozpouštění dalších buněčných komponent ........... 25 
3.7.3. Purifikační metody ...................................................................................... 27 
4. PRAKTICKÁ ČÁST ............................................................................................... 28 
4.1. Pouţité chemikálie, materiál a přístroje ............................................................. 28 
4.1.1. Bakteriální kmeny ....................................................................................... 28 
4.1.2. Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů ................................................. 28 
4.1.3. Ostatní chemikálie ...................................................................................... 28 
4.1.4. Přístroje ....................................................................................................... 28 
7. SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY ................................................................... 29 
8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK .................................................................... 35 
  
2. ÚVOD 
Jiţ od roku 1930 se setkáváme s petrochemickými plasty, které se staly neoddělitelnou 
součástí našeho ţivota. Jejich struktura jim předurčila významnou stálost, díky níţ nachází 
petrochemické plasty uplatnění v širokém spektru aplikací a zlepšují komfort a kvalitu našeho 
ţivota. Postupně nahrazují tradiční materiály jako kovy, sklo nebo papír. Stálost 
petrochemických plastů je jednou z nejvýznamnějších vlastností pro různorodé aplikace, ale 
na druhé straně je to těţko překonatelná vlastnost pro jejich likvidaci, zejména v ţivotním 
prostředí, kde dochází k jejich akumulaci v podobě pevného odpadu. Přičemţ přirozené 
odbourání pevného odpadu bude trvat desítky, moţná i stovky let. 
 Tyto problémy vyústily ve snahu hledat nové plastické materiály s odpovídajícími 
fyzikálními a chemickými vlastnostmi, které by ovšem byly rozloţitelné v přirozeném 
prostředí, a proto by nepředstavovaly takovou zátěţ pro ţivotní prostředí.  
S tímto cílem se do popředí dostávají takové pojmy jako biodegradabilita. Degradace 
polymerních materiálů je přirozený jev, při němţ dochází k narušení aţ úplnému rozpadu 
polymerních materiálů vlivem mikroorganismů nebo prostředí. Často se ale podílí na 
degradaci oba tyto faktory. Biogedradabilní materiály se v přirozeném prostředí rozpadnou 
vlivem vlhkosti, mikroorganismů či teploty a nedochází ke kumulaci pevných odpadů. 
Jiţ v roce 1926 byly objeveny polyhydroxyalkanoáty, v přírodě se široce vyskytující 
zásobní polymery, které se svými vlastnosti významně blíţí dvojici syntetických plastů 
polypropylenu a polyetylenu. Výhodou polyhydroxyalkanoátů před petrochemickými plasty 
je jich rozloţitelnost v prostředí v krátkém časovém horizontu pouze za přítomnosti vhodné 
mikroflóry.  
Masovému rozšíření ale stále brání velmi vysoká cena mikrobiálně produkovaných 
polyhydroxyalkanoátů. Pro sníţení ceny polyhydroxyalkanoátů je nutným předpokladem 
dokonalá znalost moţných regulačních faktorů, které vedou k naprodukci těchto polymerů 
v biomase. Dalším parametrem, který má velký podíl na ceně výsledného polymeru, je cena 
zdroje uhlíku pro kultivaci bakteriálních kmenů, kterou je třeba sníţit. Proto jsou stále více 
vyuţívány odpadní substráty potravinářských a zemědělských výrob.   
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3. TEORETICKÁ ČÁST 
3.1. Historie 
Jiţ na počátku 20. století byly v bakteriálních buňkách Azotobacter chroococcum 
objeveny intracelulární granule rozpustné v chloroformu [1, 2], ale aţ v roce 1926 
francouzský mikrobiolog Maurice Lemoigne identifikoval, popsal a pojmenoval sloţení 
granulí izolovaných z buněk bakterie Bacillus megaterium a označil jej jako 
poly-3-hydroxybutyrát (PHB, P3HB), přírodní polymer patřící do skupiny 
polyhydroxyalkanoátů (PHA) [1, 3, 4].  
Na konci padesátých let bylo zjištěno, ţe P3HB plní v buňce funkci zásobárny uhlíku a 
energie pro případné období strádání za nepříznivých podmínek. V roce 1974 byly v PHA 
identifikovány i další monomerní jednotky neţ jen P3HB [1].  
S přibývající znalostmi o PHA bylo zjištěno, ţe lze kultivovat bakterie i na různých 
substrátech jako jsou oleje, sacharidy či organické kyseliny a inkorporovat tak různé 
monomerní jednotky do struktury PHA a významně tak zlepšit vlastnosti získaného polymeru. 
Tyto poznatky přiblíţily výrobu plastů [1] tak, ţe a v roce 1976 se společnost Imperial 
Chemical Industry (ICI Ltd., UK) rozhodla průmyslově vyrábět PHB [1, 4].  
S vývojem genového inţenýrství jsou prováděny genové manipulace i při produkci PHA. 
Příprava nových rekombinantních kmenů bakterií a geneticky modifikovaných rostlin má 
za cíl zlepšit výtěţek produkce bioplastu a sníţit tak celkové náklady produkce [5].  
Dnes je snaha maximálně vyuţívat při výrobě především odpadní produkty 
potravinářských a zemědělských výrob. S tím do jisté míry spojené genové modifikace, které 
adaptují bakterie na dané odpadní substráty [6, 7].  
3.2. Obecný popis PHA 
Polyhydroxyalkanoáty se řadí mezi lineární polyestery 2-, 3-, 4-, 5- nebo 
6-hydroxyalkanových kyselin a tedy karboxylová skupina jednoho monomeru tvoří esterovou 
vazbu s hydroxylovou skupinou sousedního monomeru [7, 8, 9, 10]. Obecný vzorec struktury 
je uveden na obrázku Obr. 1.  
 
 
 
Obr. 1:  Obecná struktury PHA [11] 
 
 
Nejvíce rozšířeným PHA, ale také nejčastěji se vyskytující sloučeninou z této třídy 
opticky aktivních mikrobiálních polyesterů je poly-3-hydroxybutyrát, ve kterém alkylovou 
skupinu tvoří metylová skupina a hydroxylová skupina je připojena na třetí atom uhlíku (  
atom molekuly), a proto atom uhlíku vázající hydroxylovou skupinu má R-konfiguraci [7, 
10].  
PHA jsou produkovány širokým spektrem bakterií ve formě nerozpustných inkluzí 
v cytoplazmě [12]. Byly nalezeny jak v gram-pozitivních, tak i gram-negativních 
bakteriálních buňkách, ve fototrofních a aerobních, ale i v litotrofních nebo organotrofních 
bakteriích. PHA byly izolovány dokonce i z cyanobakterií a třída Halobacteriaceae  patřící do 
říše Archea [4, 8, 10, 11].  
PHA jsou syntetizovány jako zásoba energie a uhlíku za podmínek, pokud má bakteriální 
buňka omezený přístup k potřebnému mnoţství zdrojů dusíku, kyslíku, síry, fosforu, ţeleza, 
hořčíku nebo draslíku v ţivotním prostředí, ale zdroj uhlíku v daném prostředí není nijak 
omezen [2, 11]. Pokud dojde k přerušení přístupu zdroje uhlíku, PHA je rozloţen 
depolymerázou a uvolněný uhlík znovu vstupuje do metabolických a energetických drah 
buňky [2, 9, 11]. 
Podle prekurzorů, které se nachází v ţivném médiu bakterií a tvoří mimo jiné i zdroj 
uhlíku, jsou do struktury PHA zakomponovány různé monomerní jednotky [8]. Vědci uţ 
izolovali více neţ 150 různých PHA z různých bakteriálních kmenů [13] tvořených od 
kyseliny hydroxypropionové aţ po kyselinu hydroxyhexadekanovou [10]. Díky 
stereospecifitě biosyntetických enzymů jsou monomery hydroxyalkanových kyselin v PHA 
pouze v R(-) konformaci [11, 14].  
Podle počtu uhlíků v monomerní jednotce lze dělit polyhydroxyalkanoáty na tři skupiny: 
polymery s krátkým řetězcem (sclPHA) mající tři aţ pět uhlíků, polymery se středně dlouhým 
řetězcem (mclPHA) mající šest aţ čtrnáct uhlíků v monomerní jednotce [4, 8, 10, 14] a 
polymery s dlouhým řetězcem (lcl PHA), který čítá více jak 14 atomů uhlíku [15]. Průměrná 
molekulová hmotnost PHA (Mn) je vyšší jak 4·106 daltonů v závislosti na substrátu, 
růstových podmínkách (pH média, teploty) a producentu a polydisperzita je obvykle kolem 
2,0 (Mw/Mn) [7, 16].  
Produkce PHA bakteriální cestou předpovídá vzniklým polymerům biokompatibilitu, 
která je zaručena stereospecifitou enzymů zapojených do syntézy [15]. PHA mají dále velmi 
dobré vlastnosti podobající se syntetickým termoplastům, například polypropylenu [8, 9, 10]. 
Na rozkladu se podílí enzymy jiných bakterií, jako jsou PHA hydroláza nebo PHA 
depolymerázy [7].  Při degradaci jsou při aerobních podmínkách kompletně rozloţeny na 
vodu a oxid uhličitý a při anaerobních podmínkách jsou rozloţeny na metan pomocí 
mikroorganismů přítomných v půdě, říční a mořské vodě a v odpadních vodách [2]. 
Díky jejich biodegradovatelnosti a významným mechanickým vlastnostem se začaly 
vyuţívat na produkci obalových materiálů, v medicíně, farmacii, zemědělství a potravinovém 
průmyslu nebo pro syntézu enantiomericky čistých látek a produkci barev [12, 17].   
3.2.1. SCL PHA 
Short-chain-length (scl PHA) je typické označení pro skupinu PHA, jeţ mají monomerní 
jednotku tvořenou (R)-3-hydroxy kyselinami se třemi aţ pěti uhlíky v molekule. Jejich 
nejvýznamnějším zástupcem je poly(3-hydroxybutyrát), který je produkovaný řadou bakterií, 
např. Cupriavidus necator [4]. Dalším zástupcem řazeným k této skupině je 
poly-3-hydroxyvalerát (PHV), jeţ tvoří pěti uhlíkatou kostru monomerních jednotek [7].  
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Hlavní rozdíl mezi scl PHA a mcl PHA je zapříčiněn různorodostí v substrátové specifitě 
PHA syntázy, která můţe podle druhu mikroorganismu, z něhoţ pochází, zpracovávat jen 
určitý rozsah délky uhlovodíkového řetězce [2].  Podle různorodosti monomerních struktur se 
posléze odvíjí i vlastnosti polymerů. Zatímco scl PHA díky relativně vysokému podílu 
krystalických struktur vykazují spíše termoplastické vlastnosti, mcl PHA disponují 
s minimální krystalitou, a tak větší část PHA inkluzí je tvořeno amorfní hmotou, která zvyšuje 
elastické a adhesivní vlastnosti mcl PHA [18]. 
Kopolymery PHB, patřící také do této skupiny, jsou syntetizovány, pokud je bakterie 
kultivována na směsném médiu, jako je například směs glukózy a valerátu a vznikají 
kopolymery s nahodilým uspořádáním jednotlivých monomerních jednotek [7]. Procentuální 
zastoupení jednotek je odvozeno od koncentrace jednotlivých substrátů v ţivném médiu [19]. 
V posledních letech bylo objeveno, ţe scl PHA je ubikvitní sloţkou přírody. Vyskytuje se 
v oligomerní formě s nízkou molekulovou hmotností od 120 do 200 monomerních jednotek, 
které se nachází v mikroorganismech, rostlinách i ţivočišné říši včetně člověka. Zde se ale 
PHA v mnoha případech vyskytuje ve formě PHB-Na-polyfosfátového komplexu přítomného 
v membránách, kde zřejmě plní funkci membránového iontového kanálu [4].    
3.2.2. MCL PHA 
Medium-chain-length (mcl PHA) jsou sloţeny z C6 aţ C14 3-hydroxyalkanových kyselin 
[1, 7]. Tyto polymery jsou syntetizovány především bakteriemi rodu Pseudomonas , jeţ patří  
do rRNA homologické skupiny I a několika dalšími bakteriemi [19], pokud jsou v ţivném 
médiu přítomné různé alifatické alkany, alkanoáty a alkoholy nebo alifatické mastné kyseliny. 
Bakterie jsou ovšem schopné syntetizovat mcl PHA i z glukózy a mnoha dalších strukturně 
méně podobných uhlíkových zdrojů [13]. Schopnost syntézy mcl PHA zajišťuje PHA syntáza 
řazená do druhé třídy PHA syntáz a reprezentačním mikroorganismem je Pseudomonas 
oleovorans [1]. 
Základní význam při syntéze mcl PHA mají dvě metabolické dráhy - -oxidace mastných 
kyselin a de novo syntéza mastných kyselin, které zpracovávají prekurzory obsaţené v ţivném 
médiu a tvoří zásobní dráhu pro dodávání monomerních jednotek pro syntézu mcl PHA [20]. 
Nejrozšířenější a základní monomerní jednotkou je (R)-3-hydroxyoktanoátová jednotka, která 
byla objevena v roce 1983 a uvedené datum je současně povaţováno za objev mcl PHA [21]. 
3.2.3. Syntéza a struktura granulí  
PHA se v bakteriálních buňkách vyskytují jako oddělené intrabuněčné granule (inkluze), 
jeţ jsou sloţeny přibliţně z 97,5% PHA, 2% z proteinů a 0,5 % tvoří lipidy [22]. PHA granule 
jsou lokalizovány do buněčné cytoplasmy a jejich typická velikost se v průměru pohybuje v 
rozmezí od 0,2 do 0,5 m [1, 22], jejich hustota dosahuje 1,18 – 1,24 g·cm3 [1]. Studium 
granulí pod elektronovým mikroskopem prozradilo, ţe PHA granule jsou od cytoplasmy 
odděleny jednovrstevnou membránou o tloušťce 15 – 20 nm, jejichţ neoddělitelnou součástí 
jsou proteiny potřebné k syntéze a degradaci PHA [22].  
Jiţ jsou známy čtyři typy proteinů spojených se syntézou a degradací PHA nacházející se 
v bakteriálních kmenech produkujících PHA: PHA syntáza, PHA depolymeráza, phasiny a 
regulátory exprese phasinů [22]. 
Počet granulí v bakteriální buňce je zřejmě závislý na bakteriálním kmenu, protoţe podle 
provedené studie se v buňkách bakterie C. necator tvoří 8 aţ 12 granulí různé velikosti, 
kdeţto buňka bakterie Pseudomonas oleovorans obsahuje pouze jednu nebo dvě velké PHA 
granule [15]. 
Mechanismus tvorby granulí není zatím zcela znám, ale byly navrţeny dva modely. První 
„micelární model“ vychází z aktivace PHA polymerázy (syntázy), která je více či méně 
rozpuštěna v cytoplasmě. Aktivace PHA syntázy pravděpodobně souvisí se vzrůstající 
koncentrací 3-hydroxybutyryl-CoA v cytoplasmě. Během začínající lag-fáze pomalu narůstají 
řetězce a vzniklé oligomery HB jsou připojeny k enzymu (1). Narůstající oligomery HB díky 
své velikosti a hydrofobicitě tvoří micelární struktury (2). Díky hydrofobicitě je vytvořeno 
dvoufázové rozhraní, kdy polymeráza je lokalizována na povrchu a dochází k oddělení PHA 
od cytosolu (2). Díky vzniku granulí, enzymy mohou velmi rychle produkovat hydrofobní 
polymer do hydrofobního prostředí micely (3.). Se zvyšující se koncentrací dochází k tvorbě 
granulárních struktur (4.). Granule o vyšším objemu vznikají syntézou velkého mnoţství 
polymeru nebo dochází k koalescenci malých granulí (slučování malých granulí ve vštší 
celky) [8, 11]. 
 
Obr. 2: Mechanismus tvorba granulí; E značí PHA syntázu [8]. 
Druhý model předpokládá ukotvení PHA syntázy na vnitřní stranu cytoplasmatické 
membrány jiţ před započetím PHA syntézy nebo jakmile dojde k uvolnění PHA řetězce 
z enzymu. V tomto případě syntéza polymeru je vedena do membránového meziprostoru. 
Inkluze je přichycena na membránu aţ do konečné fáze syntézy granule a aţ poté je uvolněna 
z membrány [11]. 
Dříve se předpokládalo, ţe PHA inkluze in vivo jsou pevné látky s krystalickou 
strukturou, ale pomocí nukleární magnetické rezonance bylo zjištěno, ţe PHA inkluze in vivo 
jsou tvořeny tekutým, vysoce amorfním polymerem. Tato skutečnost vysvětluje, proč 
techniky jako centrifugace vedou k rychlé a nevratné ztrátě moţnosti degradace pomocí 
intracelulárních depolymerizačních enzymů [1]. Jádro granule dále obsahuje malé mnoţství 
vody, která zabraňuje krystalizaci polymeru in vivo a působí jako plastifikátor [11]. 
Pokud je ale PHB vyizolováno z buňky, dochází ke krystalizaci polymeru. PHA in vivo je 
pod termodynamickou kontrolou. Pokud je PHB in vitro podrobeno centrifugaci, ochotně 
podléhá koalescenci ve hmotu o vyšším objemu a můţe se objevit rychlá krystalizace. Další 
zrychlení krystalizace je zapříčiněno i heterogenní nukleací, jeţ je způsobena externími 
molekulami odlišnými od PHA, nejčastěji buněčnými komponenty, které netvoří polymer [1]. 
3.2.3.1. PHA syntáza (PhaC) 
PHA syntáza je klíčovým enzymem syntézy PHA, kde katalyzuje stereoselektivní 
konverzi (R)-3-hydroxyacyl-CoA na výsledný polymer za současného uvolnění koenzymu A. 
V mikroorganismech bylo nalezeno několik druhů PHA syntáz, které vyuţívají různé druhy 
uhlíkatých substrátů a prekurzorů ve formě (R)-3-hydroxyacyl-CoA a jsou vyuţívány 
různými metabolickými drahami [11]. Významnou vlastností PHA syntázy je substrátová 
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specifita, která tvoří jeden ze dvou nejvýznamnějších faktorů ovlivňujících výsledné sloţení 
PHA. Druhým faktorem ovlivňujícím sloţení PHA jsou metabolické dráhy, které 
zpracovávají uhlíkaté prekurzory a dodávají tak monomerní jednotky vhodné pro začlenění do 
polymeru PHA [7, 24]. 
 
Obr. 3: Rozložení jednotlivých genů kódujících PHA syntázy první až čtvrté třídy; phaA gen 
kódující b-ketothiolázu, phaB kóduje acetoacetyl-CoA reduktázu, phaC/C1/C2 jsou geny pro 
PHA syntázy, phaE a phaP kóduje podjednotku PHA syntázy III. třídy, phaR kóduje regulační 
proteiny, phaZ je gen pro PHA depolymerázu a ORF a phaD kódují proteiny s neznámou 
funkcí [23]. 
PHA syntáza se nachází jak vázaná v membráně granulí, tak i volně cirkuluje 
v cytoplasmě. PHA syntáza vyskytující se volně v cytoplasmě má niţší enzymovou aktivitu, 
proto je pro optimální rychlost syntézy nutná optimální koncentrace enzymů vázaných na 
adekvátně velký povrch granulí [8]. Aktivita PHA syntázy má dále rozhodující vliv na 
molekulovou hmotnost vzniklého polymeru; s rostoucí aktivitou PHA syntázy klesá 
molekulová hmotnost vzniklého polymeru [8, 14]. 
Do současnosti byly získány nukleotidové sekvence 59 genů kódujících PHA syntázy ze 
44 různých druhů bakterií a s ohledem na primární strukturu odvozenou z nukleotidových 
sekvencí, počet jednotek a substrátovou specifitu enzymů byly rozlišeny 4 druhy PHA syntáz 
[20, 24, 25]. 
PHA syntázy první a druhé třídy jsou sloţeny pouze z jedné podjednotky o molekulové 
hmotnosti leţící v rozmezí 61 aţ 73 kDa. Zatímco typickým představitelem první třídy je 
bakterie Cupriavidus necator, která katalyzuje syntézu PHA z 3-, 4- a 5-hydroxyalkyl-CoA 
čítajícím 3-5 atomů uhlíku za vzniku scl PHA [26], PHA syntáza druhé třídy se nachází u 
bakterií Pseudomonas aeruginosa a katalyzuje kondenzaci mezi (R)-3-hydroxyalkyl-CoA 
jednotkami se 6 aţ 14 atomy uhlíku za vzniku mcl PHA [11, 27, 28]. V nedávné době bylo ale 
zjištěno, ţe Cupriavidus necator můţe inkorporovat i minimální mnoţství 3HHx, 3HO a 
3HDD monomerních jednotek [20]. 
PHA syntázy patřící do třetí třídy jsou sloţeny jiţ ze dvou podjednotek – PhaC a PhaE. 
Podjednotka PhaC vykazuje 21 – 28 % podobnost s PhaC, kdeţto PhaE nemá ţádnou 
podobnost s PhaC, ale obě podjednotky mají 40 kDa [23, 28]. Představitelem třetí třídy PHA 
syntáz je fototrofní bakterie Allochromatium vinosum, která preferuje vznik scl PHA [27] a 
utilizuje (R)-3-hydroxymastné kyseliny skládající se z 3 aţ 5 uhlíků [23]. 
 Poslední čtvrtá třída PHA syntáz je typická pro rod Bacillus a je také sloţena ze dvou 
podjednotek, jedna o velikosti 22 kDa (PhaR), která je velmi podobná podjednotce PhaR 
PHA syntázy třetí třídy, a druhá o velikosti 40 kDa (PhaC) [11, 23, 24]. Na Obr. 3 je uvedena 
organizace jednotlivých genů pro PHA syntázy. 
3.2.3.2. PHA depolymeráza (PhaZi) 
PHA depolymeráza je intramolekulární enzym vyskytující se v bakteriích syntetizujících 
PHA, který katalyzuje degradaci amorfního polymeru uvnitř granulí a je nezbytně nutná pro 
imobilizaci uhlíku z PHA granulí [11]. PhaZ lze nalézt na povrchu granulí, kde jsou vázány 
na jednovrstevnou membránu [8].  
Některé organismy jsou schopny produkovat i extracelulární depolymerázy, které ale 
rozkládají PHA v ţivotním prostředí a působí tedy na polymer v krystalické formě, kdeţto 
intramolekulární depolymerázy jsou aktivní pouze na amorfní PHA. Odlišnosti jsou pak 
zřejmé i v mechanismu katalýzy těchto depolymeráz, přestoţe mají například stejnou 
charakteristiku lipázových či esterázových enzymů [1, 11]. 
Rychlost depolymerizační reakce intramolekulární depolymerázou bakterie C. necator 
probíhá velmi pomalu a je 10 krát pomalejší neţ syntéza PHA [1]. Degradace polymeru je 
vedena přes thiolýzu za vzniku 3-hydroxybutyryl-CoA, coţ potvrzuje předpoklad současné 
syntézy a štěpní PHA [11]. 
3.2.3.3. Phasiny (PhaP) 
PHA granule v mikrobiální buňce jsou obaleny fosfolipidy a proteiny. Převládající 
sloţkou proteinů jsou phasiny, které tvoří 5% z celkové koncentrace buněčných proteinů u 
bakterií tvořících PHA [14]. 
Phasiny jsou nízkomolekulární proteiny s molekulovou hmotností pohybující se v rozmezí 
14 aţ 28 kDa [11, 29]. Díky skutečnosti, ţe pokrývají většinu povrchu hydrofobního jádra 
PHA granulí, jsou zřejmě hlavním faktorem ovlivňujícím velikost a počet granulí 
v cytoplasmě a jejich aktuální mnoţství je obdobné mnoţství PHA [14, 29], i kdyţ jejich 
přesná funkce a mechanismus nejsou známy [1]. Vliv na počet, velikost a morfologii PHA 
granulí má i vztah mezi transkripcí genů phaP a phaR. Jestliţe transkripce phaR probíhá 
rychleji neţ phaP, dochází k akumulaci regulačních proteinů phasinů a v buňce je 
akumulován nízký počet velkých granulí. Pokud je situace opačná a v buňce je navýšená 
koncentrace phasinů vůči jejich regulačním proteinům, buňka pak obsahuje velké mnoţství 
malých granulí [30]. Phasiny se přímo účastní syntézy PHA, protoţe ve svém řetězci u 
C-konce proteinu obsahují dvě krátké hydrofobní sekvence, které pravděpodobně mají 
schopnost vázat se na PHA inkluzi [1].  
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Phasiny bakterie C. necator jsou kódovány genem PhaP a tvorba samotných PhaP je 
závislá na akumulaci a biosyntéze PHA. Majoritním zástupcem phasinů je PhaP1 bakterie 
C. necator, který má právě stěţejní roli při produkci PHA. Při nedostatku PhaP vzniká jen 
jedna granule a při jeho přebytku je zase syntetizováno velké mnoţství velmi malých granulí 
[22], proto je tento gen řízen regulačním proteinem PhaR, který se váţe na DNA a podílí se 
tak na regulaci produkce PHA. [30, 31].   
Kromě PhaP1 byly u bakterie C. necator detekovány ještě další tři homology, které v 
proteinech PHA granulí mají minoritní zastoupení. Zatímco PhaP3 a PhaP4 jsou vázány na 
povrch PHA granulí, PhaP2 je uloţen volně v cytoplasmě s moţností vazby na povrch PHA 
granulí. Jejich přesná funkce není zatím známa, ale předpokládá se, ţe alespoň jeden z těchto 
proteinů spolupracuje s depolymerázou, která musí získat přístup k polymeru, který je 
uzavřen membránou [14, 31]. 
3.2.3.4. Regulační proteiny exprese phasinů (PhaR) 
Exprese phasinů je docílena díky autoregulačním represorům, které jsou u bakterie C. 
necator kódovány genem phaR. Výskyt homologů PhaR a jejich organizace v genomu byla 
detailně studována jiţ u 29 mikroorganismů [29]. PhaR jsou schopné vázat se na tři místa 
v buňce: (i) promotorová oblast PhaP1, (ii) promotorová oblast PhaR a (iii) povrch PHA 
granulí. Protein se váţe jak na strukturu DNA, tak i na PHA granule, čímţ se podílí na 
regulaci produkce PHA [22]. 
Proteiny PhaR se váţou na gen phaP DNA řetězce blíţe k 5´ konci. Zde jsou vyhrazena 
dvě místa, která v sobě zahrnují počáteční místa transkripce s -10 regionem a -35 region 
umístěný na 5´ konci 70 promotoru na phaR. Oba tyto celky obsahují 12 bp opakující se 
sekvence (GCAMMAAWTMMD) na paralelním i antiparalelním řetězci. PhaR se také váţe 
na +68 bp od phaR startovacího kodonu, kde se nachází 54promotor. PhaR protein je 
schopný interagovat i s PHA granulemi [29]. 
PhaR jsou za podmínek nevhodných pro syntézu PHA navázány na promotor PhaP a 
brání transkripci tohoto genu, tedy tvorbě phasinů, díky vysoké koncentraci PhaR 
v cytoplasmě. Pokud jsou ale podmínky vyhovující pro tvorbu PHA, PHA syntáza začne 
syntetizovat polyesterový řetězec a tvoří granule. PhaR, jeţ mají vysokou vaznost na 
hydrofobní povrch, se váţí na povrch granulí. Tímto dojde ke sníţení koncentrace PhaR 
v cytoplasmě na hodnotu, která je dostatečná pro potlačení represe genů pro PhaP a začíná 
syntéza PhaP, které jsou ihned navázány na PHA granule a ţádné phasiny necirkulují volně 
v cytoplasmě. Kdyţ PHA granule dosáhne dostatečné velikosti a není uţ ţádné místo pro 
navázání PhaR, dochází ke zvýšení koncentrace PhaR v cytoplasmě a k vazbě na sekvenci 
DNA, coţ vede k represi transkripce phaP a represi vlastního genu phaR. Tato autoregulační 
represe zabraňuje tvorbě většího počtu PhaR, neţ je nezbytně nutné pro syntézu PHA [11, 22, 
29]. 
PhaR má tedy dvojitou funkci a tudíţ dvě oddělené domény pro vazbu na dvě dané 
molekuly. Vazba na PHA granule je irreversibilní a řízena zejména nespecifickými 
hydrofobními interakcemi, tedy uţívá vysoké afinity, ale nízké specifity. Vazba na DNA je 
reversibilní a vysoce specifická, tato vazba je vedena přes N-konec PhaR proteinu, který se 
vyznačuje vysokou podobností s PhaR jiných mikroorganismů [11, 29].  
3.2.4. Fyzikálně chemické vlastnosti 
Polyhydroxyalkanoáty mají unikátní vlastnosti, jejichţ zásluhou jsou tyto polymery stále 
více sledovány a doporučovány k praktickému uţití v průmyslu. Řadí se mezi termoplasty 
a/nebo elastomery, které umoţňují lisování P(3HB) či vyrábění filmů a vláken. Díky 
mikrobiální produkci jsou produkovány jako čisté enantiomery a jsou opticky aktivní. P(3HB) 
nevykazuje toxicitu vůči savčím buňkám a je biokompatibilní s různými druhy buněk 
zahrnující osteoblasty, epitelové buňky a chondrocyty. P(3HB) vykazuje piezoelektricitu, je 
nerozpustný ve vodě, ale dobře se rozpouští v chloroformu, z jehoţ roztoku se sráţí 
přídavkem metanolu nebo etanolu. Tento polymer dosahuje vysokého stupně polymerizace a 
s tím související vysoké molekulové hmotnosti sahající nad několik miliónů Daltonů [13, 24, 
32].  
Scl PHA, mezi něţ patří P(3HB) a P(3HB-co-3HV), jsou krystalické polymery, které jsou 
křehké (lámavé) a tuhé, s vysokou teplotou tání a nízkou teplotou skelného přechodu, zatímco 
druhý z řady scl polymerů - P(4HB) - je pevný, ohebný termoplastický polymer s relativně 
jednoduchou strukturou [32].  
Nejvýznamnější z řady polymerů, mikrobiálně produkovaný P(3HB) má termoplastické 
vlastnosti, které umoţňují jeho lisování či vyrábění filmů a vláken. Jeho pevnost v tahu se 
velmi podobná polyetylenu [2]. P(3HB) je velmi křehký, lámavý a tuhý. Jeho průmyslové 
zpracování je obtíţné díky jeho vysoké teplotě tání, která dosahuje hodnoty 175°C a velmi se 
tak blíţí teplotě degradace polymeru na kyselinu krotonovou, která se udává na hodnotu 
185 °C [33]. Biodegradabilita P(3HB) za vzniku CO2 a H2O za aerobních a na CH4 a H2O za 
aerobních podmínek je vysoká [32]. 
Mcl PHA jsou termoplastické elastomery s nízkou krystalizací a pevností v tahu, ale 
s vysokou roztaţností. Ve srovnání s scl PHA mají niţší teploty tání a vyšší teploty skelného 
přechodu [32], jak je uvedeno v Chyba! Nenalezen zdroj odkazů..  
Tab. 1: Fyzikální a chemické vlastnosti P(3HB) a polypropylenu (PP) [27]. 
Vlastnost scl PHA mcl PHA PP 
Teplota tání (°C) 53-80 30-80 176 
Teplota skelného přechodu (°C) -148-4 -40-150 -10 
Hustota (g/cm
-3
) 1,25 1,05 0,91 
Krystalizace (%)  40-80 20-40 70 
Pevnost v tahu (MPa) 43 20 34 
Roztaţnost (%) 6-1000 300-400 400 
Rezistence vůči rozpouštědlům nízká  nízká dobrá 
Odolnost vůči UV dobrá dobrá nízká 
Biodegradabilita  dobrá  dobrá ţádná 
 
Mnohem lepší fyzikální a chemické vlastnosti jsou ale pozorovány u kopolymerů, kde 
chemické a fyzikální vlastnosti závisí na podílu dalších monomerů v polymeru.  
Například kopolymer P(3HB-co-3HV) je charakterizován zvýšením pevnosti v tahu a 
nízkou teplotou tání, která závisí od podílu HV monomeru v polymeru a díky tomu během 
výroby nepodléhá teplotní degradaci [33]. Vlastnosti vybraných kopolymerů jsou uvedeny 
v Tab. 2.  
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Tab. 2:  Srovnání fyzikálních vlastností různých PHA a syntetického polypropylenu [1, 32] 
Polymer Teplota 
tání (°C) 
Teplota skelného 
přechodu (°C) 
Youngův 
modul (GPa) 
Roztažnost 
(%) 
Pevnost v tahu 
(MPa) 
P(3HB) 180 4 3,5 5 40 
P(4HB) 53 -48 149 1000 104 
P(3HB-co-20% 3HV) 145 -1 1,2 50 20 
P(3HB-co-14% 4HB) 150 -7 - 444 26 
P(3HB-co-10% 3HHx) 127 -1 - 400 21 
P(3HB-co-6% 3HD) 130 -8 - 680 17 
polypropylen 176 -10 1,7 400 34,5 
3.3. Biosyntéza PHA 
Mikroorganismy jsou schopné pomocí svých metabolických drah zpracovávat nepřeberné 
mnoţství uhlíkatých substrátů různých druhů a díky rozmanitému mnoţství 
stereospecifických PHA syntáz jsou mikroorganismy schopné uhlíkaté kostry metabolicky 
aktivované thioesterovou vazbou na koenzym A začlenit do polymerní struktury PHA. 
Biosyntéza je závislá na přítomnosti klíčových enzymů, jedním z nejvýznamnějších 
klíčových enzymů je PHA syntáza [11]. 
3.3.1. Popis metabolismu 
V dnešní době je známo jiţ několik metabolických drah PHA vyskytujících se 
v bakteriální říši. Zatím byly identifikovány čtyři hlavní metabolické dráhy pro biosyntézu a 
inkorporaci téměř všech známých konstituentů bakteriálních PHA [2, 34]. 
Nejdéle známou a nejvíce prostudovanou je biosyntéza PHA u bakterií Cupriavidus 
necator na sacharidickém substrátu v médiu, který je základními katabolickými drahami 
rozloţen na acetyl-CoA. Právě acetyl-CoA je prvním krokem ze tří stupňové konverze 
acetyl-CoA na P(3HB) [34, 35].  
Za přítomnosti biosyntetického enzymu -ketothiolázy je vytvořena vazba uhlík-uhlík 
během biologické Claisenovy kondenzace ze dvou jednotek acetyl-CoA za vzniku 
acetoacetyl-CoA. Enzym NADPH-dependentní acetoacetyl-CoA reduktáza je zapojen 
do druhého kroku biosyntézy a usnadňuje průběh a zvyšuje rychlost selektivní redukce 
acetoacetyl-CoA na R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA. Třetí a poslední krok této metabolické 
dráhy je katalyzován PHA syntázou, která spojuje nasyntetizované enantiomerní jednotky  
R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA za vzniku esterové vazby a vytváří tak rostoucí řetězec P(3HB) 
[2, 27, 33, 34, 35]. Popsané schéma je znázorněno na Obr. 4. 
 
Obr. 4: Biosyntéza PHA bakterií Cupriavidus necator kultivované na sacharidických 
substrátech. (1) -ketothioláza, (2) NADPH dependentní acetyl-CoA reduktáza, (3) P(3HB) 
polymeráza (syntáza) [35]. 
Druhým typem biosyntézy PHA je pětistupňová metabolická dráha u fotosyntetizujících 
bakterií Rhodospirillium rubrum (Rhodopseudomonas rubrum). Tato dráha je velmi podobná 
jiţ výše uvedené, ale liší se v druhém kroku, kdy acetoacetyl-CoA je nejprve za přítomnosti 
NADPH-dependentní acetoacetyl-CoAreduktázy redukován na S-(+)-3-hydroxybutyryl-CoA, 
který je následně pomocí dvou enoyl-CoA-hydratáz konvertován na 
R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA, coţ je jediná stereomerní forma substrátu vhodná pro PHA 
syntázu. [1, 2, 11, 34]. 
Třetí typ biosyntézy PHA byl objeven u bakterií patřících k rodu Pseudomonas do rRNA 
homologické skupiny I. V této biosyntetické dráze jsou do mcl PHA struktury zabudovávány 
meziprodukty z -oxidace mastných kyselin a zdrojem uhlíku pro polymer jsou tedy mastné 
kyseliny [34, 35]. Celá dráha začíná aktivací mastných kyselin thioesterovou vazbou na 
koenzym A, aby daná sloučenina mohla vstoupit do -oxidace mastných kyselin. V -oxidaci 
je převedena na trans-2-enoyl-CoA a (S)-3-hydroxyacyl-CoA na 3-ketoacyl-CoA, který je 
štěpen -ketothiolázou na acetyl-CoA a na acyl-CoA, který má o dva uhlíky méně ve srovnání 
s acyl-CoA, který do -oxidace původně vstoupil [13, 35]. 
Za podmínek vhodných pro tvorbu PHA nedochází k úplnému rozkladu mastných kyselin 
na acetyl-CoA, případně propionyl-CoA v případě mastných kyselin s lichým počtem uhlíků, 
ale -oxidace běţí jen do doby, kdy se objeví vhodné intermediáty pro syntézu PHA, které 
jsou vhodným enzymovým vybavením mikroorganismu ihned převedeny 
na (R)-3-hydroxyacyl-CoA. (R)-3-hydroxyacyl-CoA je zpracováván PHA syntázou a zapojen 
do nově vznikajícího polymeru [1, 13]. 
Příkladem inkorporace 3-hydroxyoktanoátových a 3-hydroxyhexanoátových 
monomerních jednotek do struktury PHA je kultivace bakterie Pseudomonas oleovorans 
na médiích obsahujících oktan nebo kyselinu oktanovou a její soli za současné limitace 
dostupných dusíkatých látek. 3-hydroxyoktanoátové a 3-hydroxyhexanoátové monomery 
tvoří majoritní podíl výsledného polymeru [1, 34, 35]. 
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Poslední čtvrtý typ biosyntézy PHA (viz. Obr. 5) je vyuţíván u bakterií patřících k rodu 
Pseudomonas do rRNA homologické skupiny II. Prekurzory těchto kopolymerů mcl PHA 
jsou syntetizovány z acetyl-CoA [2] v anabolické dráze mastných kyselin („de novo“ syntéza 
mastných kyselin), která je například u Pseudomonas putida nezávislá na syntéze PHA. 
Základní monomerní jednotkou čtvrtého typu biosyntetické dráhy PHA je 3-hydroxydekanoát 
a nejvýznamnějším představitelem je bakterie Pseudomonas aeruginosa [35].  
Příkladem bakterie s uvedeným typem metabolismu je Pseudomonas putida. Při její 
kultivaci na kyselině oktanové je zjištěna tvorba kopolymeru tvořeného 
z 3-hydroxyoktanoátových (hlavní podíl polymeru) a 3-hydroxyhexanoátových monomerních 
jednotek (minoritní podíl v polymeru). Jestliţe je ale zdroj uhlíku zaměněn za glukonát, 
vzniká kopolymer sloţený z (R)-3-hydroxydekanoátu, jako majoritní podíl PHA a minoritní 
sloţku zastupuje dvojice (R)-3-hydroxydekanoátového a (R)-3-hydroxyoktanoátového 
monomeru [13]. 
Inkorporace intermediátů z biosyntézy mastných kyselin vede k zakomponování 
monomerů s více neţ 12 uhlíky v jednotce a zároveň obsahujících dvojné vazby. Tento 
klíčový znak má význam pro průmysl, protoţe s mol% monomerů s dvojnou vazbou roste i 
teplota rozkladu výsledného polymeru [26].  
 
 
Obr. 5: Biosyntéza PHA z „de novo“ syntetizovaných mastných kyselin v metabolismu 
bakterií pseudomonas (skupina II). (1) acetyl-CoA karboxyláza, (2) ACP-malonyl transferáza, 
(3) 3-ketoacyl ACP-syntáza, (4) 3-ketoacyl ACP reduktáza, (5) 3-hydroxyacyl ACP reduktáza, 
(7) 3-ketoacyl ACP syntáza, (8) 3-hydroxyacyl ACP-CoA transferáza, (9) PHB syntáza [35]. 
Pátý a poslední typ biosyntézy PHA v bakteriálních buňkách vychází z 
přítomného systému metabolických drah majících jako výstupní produkt 4-hydroxyalkanové 
kyseliny. Většina z těchto monomerních jednotek se ale v PHA vyskytuje pouze za dostatečné 
koncentrace daných prekurzorů v kultivačním médiu. Struktury vznikajících monomerních 
jednotek mají vysokou spojitost se strukturou vyuţitého prekurzoru. Získané 
4-hydroxyalkanové kyseliny jsou přímo přeměněny na odpovídající thioester koenzymu A za 
katalýzy CoA transferázou nebo thiokinázou [26]. 
3.3.2. Enzymové vybavení buňky pro syntézu PHA 
Geny pro enzymy zapojené do biosyntézy PHB bakterie Cupriavidus necator jsou 
kódovány jedním jednoduchým operonem phaCBA. -ketothioláza je kódována genem phbA, 
NADPH dependentní acetyl-CoA reduktáza exprimována z genu phbB a struktura P(3HB) 
syntázy je kódována v genu phbC. Promotorová sekvence σ70 je uloţena 307 bp v opačném 
směru posunu polymerázy [5, 26]. Všechny tři geny jsou syntetizovány stejným směrem a 
jejich rozloţení v operonu je zobrazeno na obrázku Obr. 6. 
Geny pro enzymy účastnící se tvorby granulí - phasiny (PhaP) a gen pro tvorbu 
depolymerázy PHB (PhaZ) jsou zařazeny na stejné operonové jednotce a DNA polymerázou 
jsou čteny ve stejném směru jako geny kódující enzymové vybavení pro tvorbu P(3HB) [5]. 
 
 
Obr. 6: Organizace operonové jednotky enzymů pro biosyntézu základní jednotky PHA u C. 
necator [11] 
Enzym -ketothioláza (EC 2.3.1.9.) je představován třemi izoenzymy, jeţ se liší 
v substrátové specifitě. -ketothiolázy katalyzují reversibilní přenos aktivované acetylové 
skupiny na acyl-CoA [27].  
První druh -ketothiolázy (bktB) je homotetramerem o velikosti 46 kDa a syntetizuje 
3-hydroxyvaleryl-CoA z propionyl-CoA a acetyl-CoA. Dříve se předpokládalo, ţe je zapojena 
také do -oxidace mastných kyselin. Druhým isomerem je A forma -ketothiolázy, která se 
skládá také z homotetrameru, ale velikosti 44 kDa. Tato -ketothioláza katalyzuje vznik 
3-hydrobutyryl-CoA ze dvou molekul acetoacetyl-CoA. Třetí isoenzym se vyskytuje 
v eukaryotech, kde se účastní syntézy steroidních látek z prekurzoru acetoacetyl-CoA [8, 27]. 
Acetoacetyl-CoA reduktáza (ACR) EC 1.1.1.36., druhý enzym zapojený do syntézy PHA, 
reversibilně redukuje acetoacetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA v přítomnosti pyridinového 
nukleotidu, který slouţí jako donor iontů vodíku. U bakterie C. necator je ACR přítomná ve 
dvou izomerních formách. NADH dependentní ACR je schopna zpracovat jak R(+)- tak i 
L(-)-isomer s dlouhým uhlíkovým řetězcem za vzniku L(+)-hydroxybutyryl-CoA. NADPH 
dependentní ACR je schopná zpracovávat pouze D(-)hydroxyacyl-CoA se čtyřmi aţ šesti 
uhlíky v řetězci za vzniku D-(-)-hydroxybutyryl-CoA [28KO]. Ačkoliv v bakteriální buňce C. 
nector byly objeven obě formy, v syntéze PHA je zapojena pouze NADPH acetyl-CoA 
reduktáza [8].  
Posledním enzymem je PHA syntáza, která je součástí obalové vrstvy granulí a je popsána 
v kapitole 3.2.3.1. 
Genetická informace u bakterie Pseudomonas oleovorans je kódována operonem 
phaC1ZC2D, který kóduje dvě polymerázy (PhaC1 a PhaC2), depolymerázu (PhaZ) a D 
protein (PhaD) [5]. 
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3.3.3. Regulace produkce PHA 
Regulace produkce PHA je důleţitým faktorem v syntéze PHA, je studována na několika 
úrovních: (i) aktivace/represe genové exprese pha genů specifickými signály z prostředí, 
například jako hladovění, (ii) aktivace enzymů syntetizujících PHA specifickými buněčnými 
komponentami nebo metabolickými meziprodukty, (iii) inhibice metabolických enzymů 
kompetitivních cyklů a následné obohacení o poţadované meziprodukty pro syntézu PHA, 
(iv) a kombinace výše uvedených [9].  
3.3.3.1. Regulace na enzymové úrovni 
Regulace na enzymové (fyziologické) úrovni je vedena přes kofaktory inhibující 
syntetické enzymy a dostupností metabolitů pro syntézu PHA [8KO]. Hlavními faktory, které 
řídí tok metabolitů drahami na enzymové úrovni a ovlivňují tak tvorbu PHA u C. necator, 
jsou acetyl-CoA a volný koenzym A. Mezi další důleţité faktory mající vliv na regulaci 
produkce se řadí citrátsyntáza, a to díky moţnosti kontroly koncentrace volného koenzymu A. 
Koenzym A reguluje aktivitu -ketothiolázy. Svůj význam v regulaci plní i koncentrace 
intramolekulárního NAD(P)H a vysoký poměr mezi NAD(P)H/NAD(P), protoţe NAD(P)H je 
důleţitým faktorem pro aktivaci NADPH-dependentní acetoacetyl-CoA reduktázy [9, 36]. 
 
 
Obr. 7: Dráha syntézy PHA a regulační dráha; (TCA-citrátový cyklus)[9] 
Acetyl-CoA je výchozím produktem jak pro syntézu PHA, ale stejně tak je důleţitý i pro 
syntézu vysokomolekulárních látek a redukovaných koenzymů, pokud vstoupí do citrátového 
cyklu. Tok acetyl-CoA je u C. necator regulován poměrem přítomného NAD(P)H a NAD(P) 
[36]. Jestliţe se v buňce zvýší poměr NAD(P)H/NAD(P), dochází k inhibici citrátsyntásy a 
isocitrátdehydrogenázy, coţ zajistí dostatek acetyl-CoA pro -ketothiolázou a vzniká 
acetoacetyl-CoA, který je schopný pokračovat v syntéze PHA. NADPH je proto také 
limitujícím faktorem pro syntézu [9, 34]. 
Při kultivaci bakterie za dostatečné koncentrace dusíku je v buňce vysoká koncentrace 
koenzymu A, který vzniká při zpracování acetyl-CoA v citrátovém cyklu. Volný koenzym A 
je zodpovědný za inhibici -ketothiolázy, čímţ dochází k inhibici PHA syntézy [9, 34]. 
Schéma regulačních drah je uvedeno na Obr. 7. 
3.3.3.2. Regulace na genové úrovni 
Intenzivní regulace biosyntetické dráhy PHA probíhá i na úrovni genové exprese, při níţ 
je vyuţíváno alternativních faktorů a autoinduktivních molekul [8]. Jedním 
z nejvýznamnějších regulačních proteinů je PhaR, který ovlivňuje expresi phaP genů a byl 
popsán v kapitole 3.2.3.4. Je také známo, ţe proteiny nutné pro syntézu granulí jsou 
produkovány pouze za podmínek produkce PHA a to pouze v takové koncentraci, která je 
nezbytně nutná pro úplné dokončení granulí. Ţádné proteiny se nevyskytují volně rozpuštěny 
v médiu, z čehoţ vyplývá, ţe proteiny mají vlastní systém samoregulace [9]. Řada dalších 
regulačních faktorů exprese genů pha a phb byla identifikována a popsána a studium této 
oblasti stále pokračuje.  
Například promotor indukovaný limitací fosforem na 5´konci byl identifikován u bakterie 
Acinetobacter sp. [8, 37]. Zajímavý je regulační protein LuxR u bakterie Vibrio harveyi, který 
nekontroluje jen bioluminiscenci, ale podílí se i na syntéze PHA. Exprese genu pro LxuR je 
aktivována pomocí 3-hydroxybutyryl-homoserinlaktonu (patří mezi N-acetylhomoserin-
laktony, které zprostředkovávají regulaci závislou na koncentraci buněčné kultury) a probíhá 
za vysoké koncentrace  buněk v médiu. Proto se předpokládá, ţe LuxR je zodpovědný za 
naprodukci PHA ve stacionární fázi růstu kultury [8, 38]. 
Geny ntrB a ntrC byly objeveny v mnoha bakteriích, kde hrají významnou roli v regulaci 
dusíku, ale u bakterie Azospirillum brasilense SP7 regulují i syntézu PHA. Jsou také spojeny 
s limitací amonnými ionty [39]. Dále bylo zjištěno, ţe i klíčové proteiny regulace dusíku - PII 
protein (kódovaný genem glnB) a Pz protein (kódovaný genem glnZ) vytváří komplex, který 
se bezprostředně podílí na regulaci syntézy PHA bakterie Azospirillum brasilense SP7 [40]. 
Bakterie rodu Pseudomonas jsou schopné syntetizovat PHA pomocí dvou různých 
metabolických drah: (i) s vyuţitím -oxidace mastných kyselin nebo (ii) zapojením do „de 
novo“ syntézy mastných kyselin.  Při kultivaci bakterie P. aeruginosa PAO1 na glukonátu je 
pro produkci PHA striktně vyţadována přítomnost funkčního RpoN -faktoru, zatímco 
produkce PHA na mastných kyselinách není na tomto faktoru závislá. RpoN je 54-faktor, 
který je zapojen do aktivace určitých „non-house-keeping“ promotorů během růstové fáze 
buněk [8, 41]. 
Další regulační protein nazývaný PhbRPs, byl izolován z bakterie Pseudomonas sp.61-3, 
coţ je unikátní kmen schopný produkovat buď homopolymer PHB nebo kopolymer, 
skládající se z monomerů obsahujících 4 aţ 12 uhlíkových atomů. Ovšem regulační protein 
PhbRPs je přítomen pouze za podmínek produkce homopolymeru PHB [9]. 
3.4. Bakteriální producenti PHA 
Mikroorganismy schopné produkovat PHA patří mezi gram-pozitivní i gram-negativní 
bakterie, dále zde patří fototrofní a aerobní, ale i v litotrofní nebo organotrofní bakterie. PHA 
byly izolovány dokonce i z cyanobakterií a třída Halobacteriaceae  patřící do říše Archeí. 
Na základě podmínek nutných pro produkci polymeru mohou být bakterie produkující PHA 
rozděleny do dvou základních kategorií [4, 8, 10, 11].  
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První skupina je tvořena bakteriemi, které pro akumulaci PHA v buňkách vyţadují limitní 
koncentrace esenciálních nutrietů, mezi které se řadí dusík, fosfor, hořčík nebo síra. Zároveň 
je ale nutné dodrţovat v ţivném médiu vysokou koncentraci zdroje uhlíku. Mezi bakterie 
náleţící do této skupiny se řadí C. necator, Protomonas extorquens a Protomonas oleovorans 
[9, 42]. 
Druhá skupina bakterií produkujících PHA nevyţaduje ţádné omezující podmínky pro 
produkci PHA, ale ţádaný polymer produkuje jiţ během samotného růstu bakterie. Do této 
skupiny je zahrnuta bakterie Alcaligenes latus, mutantní kmen Azotobacter vinelandii a 
rekombinantní Escherichia coli [9, 42]. 
V této diplomové práci byla pro produkci PHA studována bakterie řadící se do první 
skupiny, bakterie Cupriavidus necator.  
3.4.1. Bakterie Cupriavidus necator H16 
Cupriavidus necator H16 (s dřívějšími názvy Ralstonia eutropha, Alcaligenes eutrophus 
či Wautersia eutropha) je nejlépe prostudovanou bakterií pro produkci PHB, jelikoţ je 
schopna produkovat vysoké mnoţství PHA v jednoduchém minerálním médiu [43].  
Jedná se o půdní, gram-negativní, nesportující bakterii s fakultativně chemolitho-
autotrofním organismem a řadí se také mezi denitrifikační bakterie, jelikoţ za anaerobních 
podmínek můţe jako konečný akceptor elektronů vyuţívat dusičnany. Nejsou-li v prostředí 
přítomné organické látky [44, 45], C. necator můţe vyuţívat H2 jako donor elektronů, čímţ se 
řadí mezi tzv. „knallgas“ bakterie (bakterie vyuţívající H2 a O2 jako donor elektronů). Pokud 
je kultivována na médiu bohatém na ţiviny, převládá aerobní metabolismus. [37, 46]. 
 
Obr. 8: Bakterie Cupriavidus necator H16 
C. necator je pohyblivá bakterie, jeţ je vybavena peritrichálními bičíky. Je schopná růst 
při 41°C a je odolná vůči niklu a kombinaci niklu a kadmia [37]. Základní geny pro široké 
spektrum moţných substrátů, které je C. necator schopen utilizovat, jsou uloţeny na 0,44Mbp 
konjugovaném megaplasmidu pHG1 [45]. Kromě megaplasmidu pHG1 je genom C. necator 
H16 je sloţen ze dvou kruhových chromosomů o velikosti 4,1 a 2,9 Mbp, které dohromady 
kódují 6 116 genů [46]. Molární procento cytosinu a guaninu je rovno 65,5 %. Schopnost C. 
necator syntetizovat bioplasty je zakódována v megasplasmidu pHG1 [37].  
C. necator byla povaţována za bakterii, která syntetizuje jen scl PHA. Pokud je ale 
v kultivaci zdrojem uhlíku oktanoát sodný a dále je zde přítomen akrylát sodný, který inhibuje 
-oxidaci mastných kyselin, bakterie jsou schopné syntetizovat i mcl PHA a vytvořit tak 
tetrapolymer z monomerů 3-hydroxyoctanoátu, 3-hydroxydekanoátu, 3-hydroxybutyrátu a  3-
hydroxyvalerátu [20]. 
3.5. Využití odpadních substrátů k produkci PHA 
Ačkoliv jsou polyhydroxyalkanoáty vysoce biodegradovatelné v rozmanitém spektru 
prostředí a za celé řady podmínek, jejich významnou nevýhodou je vysoká produkční cena ve 
srovnání s tradičními petrochemickými plasty. Proto jsou neustále vyhledávány alternativní 
cesty, jak sníţit cenu vyráběných bioplastů [47].  
Jak tedy docílit sníţení výrobních cen biodegradovatelných plastů? K řešení by mohla 
vést celá řada postupů - od účinnějšího fermentačního procesu, lepší izolace či purifikace 
PHA, produkce nových rekombinantních kmenů obsahujících enzymové vybavení pro 
produkci PHA aţ k vyuţívání levných substrátů [7, 48], jímţ bude věnována tato kapitola. 
Tab. 3 udává základní zdroj uhlíku, jenţ je vyuţitelný pro mikrobiální produkci PHA. 
Kromě základního zdroje uhlíku obsahují odpadní substráty i vedlejší uhlíkaté substráty, které 
mohou slouţit jako prekurzory monomerních jednotek. Další výhodou je častá přítomnost 
dusíkatých látek a dalších sloučenin, které mohou podporovat růst buněk a tvorbu PHA. 
Jejich přítomnost často šetří finanční prostředky [49]. Kultivace bakteriální biomasy na 
odpadních substrátech sice vede k produkci kýţeného polymeru, ale získaná koncentrace 
PHA je niţší (kolem 65 %) neţ při kultivaci na čistých substrátech, kde koncentrace PHA 
dosahuje aţ 80 % biomasy při kultivacích ve fermentoru [50]. Tento problém by však mohl 
být vyřešen prací s rekombinantními kmeny bakterií, kdy do genomu bakterie, nejčastěji 
Escherichia coli, jsou pomocí vektorů vkládány geny pro enzymové vybavení nutné pro 
produkci PHA [48]. 
Tab. 3: Přehled odpadních substrátu rozdělených podle základní složky uhlíkového zdroje 
[49] 
Druh substrátu Levné odpadní substráty 
Sacharidy Melasa 
Škrob a jeho hydrolyzáty (maltóza) 
Laktóza v syrovátce 
Celulózové hydrolyzáty z papírenství 
Tuky a oleje (mastné kyseliny) Odpady z produkce bionafty 
(methanol a glycerol) 
Alkoholy Rostlinné a ţivočišné odpady 
Organické kyseliny Kyselina mléčná z mlékarenství 
 
S cílem získat vyšší výtěţky PHA jsou často bakterie akumulující PHA izolovány z 
prostředí, kde se vyskytuje odpadní produkt, který ale můţe být vyuţit jako substrát pro 
izolované mikroorganismy. U těchto mikroorganismů je předpoklad, ţe jsou částečně 
adaptovány na tento substrát.  
Příkladem je izolace bakterií Actinobacillus sp. z okolí továrny na alkoholické nápoje. 
Odpadní vody z této výroby obsahují sacharidy a dusíkaté látky, které jsou s výhodou vyuţity 
při kultivaci organismů zde izolovaných mikroorganismů [34]. Dalším příkladem je izolace 
bakterie Pseudomonas aeruginosa 42A2 získaná ze zemědělsko-průmyslových odpadních 
olejů [51].  
3.5.1. Využití odpadních substrátů obsahujících sacharidy 
Odpadní vody a odpady ze zemědělství a potravinářské výroby ještě stále obsahují vysoké 
procento následně vyuţitelných sacharidů a dalších látek, které lze vyuţít v jiných odvětvích. 
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Příkladem jsou krmné směsi pro dobytek, následná izolace stopových prvků či pouţití pro 
mikrobiální fermentační procesy, při nichţ je získáváno široké spektrum produktů a mezi 
nimi i polyhydroxyalkanoáty [34]. 
Významným odpadním sacharidickým substrátem je syrovátka vznikající jako odpadní 
produkt při výrobě sýrů mlékárenských závodů. Syrovátka tvoří 80-90% mléka pouţitého pro 
výrobu a obsahuje přibliţně 4,5% laktózy, 0,8% proteinů, 1% solí a 0,1-0,8% kyseliny mléčné 
[52]. Nevýhodou tohoto substrátu je nízká rozpustnost laktózy (210 g/l) ve srovnání 
s glukózou (700 g/l), proto pro fermentaci je nutné provádět na relativně velkém objemu 
odpadní vody [34].  
Studie produkce PHB na syrovátce ukázala, ţe tento odpadní produkt můţe být utilizován 
rekombinantní bakterií Escherichia coli CGSC 4401, která je schopna utilizovat laktózu, ale 
geny pro enzymy zapojené do syntézy PHA byly vloţeny z bakterie C. necator. Touto 
kultivací můţe být získána biomasa obsahující aţ 81 % PHB (5,2 g/l) v biomase [52]. 
Produkce PHA na laktózových substrátech můţe být docíleno i přípravou rekombinantní 
C. necator, která má místo genu pro PHA depolymerázu začleněny geny LacZ, Lac1 a Lac0 
pro utilizaci laktózy bakterií E. coli. Tato genetická úprava má vyšší výtěţek i díky odstranění 
depolymerizačních enzymů z buňky [6]. 
Dalším cukernatým substrátem, který lze vyuţít pro produkci PHA, je xylosa obsaţená 
v lignocelulózových odpadních substrátech ze zemědělství. Xylosa je vhodným substrátem 
pro bakterie Pseudomonas cepacia, ale produkce PHA je celkem nízká. V současnosti je 
pouţíván rekombinantní kmen E. coli s genem izolovaným z C. necator. Touto fermentací 
byla získána biomasy osahující aţ 35,8 % PHA. Výrazně vyšších výsledků bylo ještě 
dosaţeno obohacením média o zdroj dusíku (hydrolyzát sojových bobů), kdy získaný polymer 
obsahoval aţ 74 % biomasy [48].  
Významným potravinářským odpadním produktem je melasa. Například sojová melasa 
vznikající při zpracování sojových bobů. V současné době nemá významné průmyslové 
vyuţití, protoţe v ní přítomné oligosacharidy jsou jen částečně stravitelné pro zvířata a 
nestravitelné pro člověka [53]. Sojová melasa ale obsahuje 30% podíl fermentovatelných 
sacharidů, z nichţ je nejvíce zastoupena rafinóza, sacharóza a stachyóza [18].  
Jiţ dnes je vyuţívána ve fermentačních procesech zahrnujících například syntézu kyseliny 
mléčné bakteriemi Lactobacillus salivarius nebo produkci butanolu pomocí Clostridium 
beijerinckii. Pro produkci PHA byla na sojovou melasu naočkována bakterie Pseudomonas 
corrugata produkující mcl-PHA. Bakterie P. corrugata utilizuje pouze sacharózu a za pouţití 
5% CDW sojové melasy lze dosáhnout vysokých hodnot koncentrace biomasy (3,2 – 3,6 g 
CDW/l), ale koncentrace PHA je velmi nízká (5-17% CDW) [18]. 
V pozdější studii byly izolovány bakterie z půdy a usazenin sojových polí v USA a byly 
zařazeny do rodu Bacillus sp. CL1 (viz. Obr. 9). Tento kmen je schopný utilizovat rafinózu a 
tvořit aţ 90% podíl polyhydroxyalkanoátů v biomase. Stejně vysoká produkce PHA je 
pozorována i u dalších sacharidických substrátů (glukóza, fruktóza, sacharóza, galaktóza, 
stachyóza) [53].  
 
Obr. 9: Buňky bakterie Bacillus sp. kmen CL1 pod mikroskopem. Šipky zvýrazňují PHA 
inkluze v buňkách [53]. 
Dalším odpadním produktem jsou odpady obsahující vysoký obsah škrobu. Pro tento 
odpadní produkt byla navrţena dvoustupňová utilizace, kdy v prvním kroku byl škrob 
převeden fermentačně na organické kyseliny - kyselinu octovou (60-80%), propionovou (10-
30 %) a kyselinu butanovou (5-40 %), čímţ došlo k přeměně aţ 43% škrobu na organické 
kyseliny. V druhém kroku byla provedena kultivace bakterie C. necator na získaném roztoku 
organických kyselin, coţ vedlo k produkci kopolymeru P(3HB-co-3HV). Celková 
koncentrace PHA tvořila 55 g vzhledem k 100 g celkové koncentrace uhlíku [54]. 
Výroba javorového sirupu v Kanadě s sebou přináší i velké mnoţství odpadních vod 
obsahujících zejména sacharózu. Ta můţe být s výhodou vyuţita jako významný substrát pro 
bakterii C. necator, která je schopna vyprodukovat biomasu se 77,6 % ţádaného polymeru, 
v tomto případě P(3HB) [55].   
3.5.2. Využití odpadních substrátu na bázi olejů  
Pro růst bakterie C. necator jsou výborným a levným zdrojem uhlíku tuky a oleje, při 
jejichţ vyuţití můţe být získán aţ 80% obsah polymeru v buňkách bakterie [56].  Například 
při kultivaci C. nector na olivovém oleji byl získán polymer P(3HB) o molekulové hmotnosti 
v rozmezí 200-400 kDa [57]. 
Nevýhodou kultivací na olejích bakterie C. necator je syntéza homopolymeru, pokud ale 
dojde k rekombinantní úpravě genomu, je tato bakterie schopna produkovat kopolymery, jeţ 
mají lepší fyzikální a chemické vlastnosti. Při genové expresi PHA syntázy bakterie 
Aeromonas caviae vektorově vloţená do C. necator lze získat enzymy pro produkci 
kopolymeru P(3HB-co-HH), kde 3-hydroxyhexanoátový monomer představuje 4-5 mol% 
polymeru a celkový obsah polymeru v biomase dosahuje aţ 80% [57, 58], zejména při 
kultivaci na sojovém oleji [59]. 
Bakterie Pseudomanas aeruginosa 42A2 je pohyblivá, gram-negativní bakterie 
tyčinkovitého tvaru, která je schopna utilizovat celou řadu substrátů, především mastné 
kyseliny.  Vysoké produkce kopolymeru PHA (54,5 % CDW) bylo dosaţeno při její kultivaci 
na odpadní technické kyselině olejové (obsah kyseliny olejové aţ 80,7 %), ještě větší zisk 
PHA o hodnotě 66.1 % byl získán při kultivaci na odpadních volných mastných kyselinách, 
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kdeţto kultivace na glukóze dosahovala jen 16,8 % obsahu biomasy. S výhodou byl pouţit i 
odpadní fritovací olej z potravinářských závodů [51].  
Vedlejší produkty a odpadní substráty produkce palmového oleje mají velmi slibné 
vlastnosti pro produkci PHA a nejlepším bakteriálním kmenem pro produkci byla zvolena C. 
necator H16 [56].  Stejná bakterie je schopna utilizovat zdroj uhlíku ze sojového oleje, 
přičemţ získaná biomasa kultury kultivovaná ve fermentoru o koncentraci 118-126 g/l 
obsahovala 72-76 % PHB [60]. 
Kultivace bakterie Pseudomonas sp. kmenu DR2 na kukuřičném oleji vedla k produkci 
PHA tvořícího aţ 37,34 % biomasy. Tento polymer je sloţen z 3-hydroxyoctanoátového, 
3-hydroxydekanového a 3-hydroxydodekanového monomeru [60].   
3.5.3. Využití odpadních substrátů na bázi organických kyselin 
Pro produkci PHA byl vyuţit POME, coţ je vodný roztok, který vzniká ve velkých 
objemech při mletí palmových plodů. Sice se jedná o olejnatý substrát, který je ale nejprve 
pomocí anaerobní fermentace převeden na těkavé organické kyseliny – octovou, máselnou a 
propionovou v poměru 3:1:1, které jsou následně vyuţity k produkci kopolymeru PHA. 
(POME je koloidní suspenze obsahující 95-96,5% vody, 0,6-0,7% oleje a 4-5% pevných látek 
[61]. 
Další autoři navrhli produkci PHA ze škrobnatých odpadních vod, které byly podrobeny 
dvěma krokům. Nejprve byl proveden rozklad odpadu na organické kyseliny, které byly 
následně odfiltrovány do bioreaktoru, kde byla kultivována bakterie C. necator. Získaný 
polymer představoval 34,1 % biomasy, přičemţ koncentrace biomasy dosáhla 1,2 g/l [62].   
3.5.4. Využití odpadních substrátů obsahujících alkoholy  
Nejen odpadní substráty z potravinářských výrob mohou být vyuţity k mikrobiální 
produkci PHA, ale také odpadní produkty z výroby bionafty.  
Kultivací bakteriálního kmenu Cupriavidus necator DSM 545 vyuţívající k produkci 
PHA odpadní glycerol pocházející z výroby bionafty byla získána biomasa o koncentraci 
68,8 g/l, z čehoţ 38 % biomasy bylo tvořeno polymerem o molekulové hmotnosti v rozmezí 
7,9·105 aţ 9,6·105 Da. Nevýhodou tohoto substrátu je ovšem vysoký obsah sodíku a dalších 
příměsí, které významně zkracují produkční fázi PHB [60, 63].  
Ve srovnání s kultivací na čistém glycerolu byla získána jen polovina moţného PHA. 
Pokud je ale provedena úprava koncentrace dusíku a čas kultivace, lze sledovat aţ 30% nárůst 
produktivity a získat tedy biomasu s obsahem polymeru aţ 50 % [62].  
3.6. Produkce PHA s využitím prekurzorů 
Prvním monomerem, který byl inkorporován do struktury P(3HB), byl 3-hydroxyvalerát. 
Tato monomerní jednotka je začleněna do struktury PHA při kultivaci C. necator H16, pokud 
kultivační médium obsahuje kromě zdroje uhlíku i podíl acetátu a propionátu. Takto získaný 
polymer obsahuje různý 3HV v rozmezí 0 aţ 45 % [59].  
Kultivace bakterie C. necator NCIMB 11599 na valerátu vede taktéţ k inkorporaci HV 
monomeru do struktury a můţe tvořit aţ 80% podíl polymeru. Jestliţe byl do kultivačního 
média přidán 5-chlorvalerát a valerát, získaný polymer obsahoval 3HB, 3HV a 5HV 
monomery, které tvořily aţ 46% biomasy. Zastoupení 5HV monomeru v polymeru 
dosahovalo 52 % [64].  
C. necator H16 stejně tak jako C. necator NCIMB 11599 byly kultivovány v médiu 
s obsahem butyrátu a valerátu. Zatímco C. necator NCIMB 11599 akumuloval 
P(3HB-co-3HV) s aţ 90% obsahem 3HV, C. necator H16 produkoval P(3HB-co-3HV) jen 
s 75 % zastoupením. Také molekulová hmotnost byla niţší u H16 [65]. 
Pouţití butyrátu a 4-hydroxybutyrové kyseliny nebo směsí s 4-hydroxybutyrátem, 
butan-1,4-diolem nebo -butyrolactonem vede k akumulaci P(3HB-co-4HB) při kultivaci 
C. necator H16.  Médium tvořené směsí butyrátu, valerátu a 4-hydroxybutyrátu vede 
k produkci PHA s 45% 4HB a 23% 3HV monomeru [8]. 
Významným substrátem pro Alcaligenes sp. kmen AK201 jsou mastné kyseliny (C2–C20). 
Zatímco P(3HB) byl produkován na mastných kyselinách se sudým počtem uhlíků, kyseliny 
s lichým počtem uhlíku tvořily kopolymer P(3HB-3HV) a podíl 3HV byl vyšší u mastných 
kyselin s niţším počtem uhlíků. Při produkci na rostlinných olejích a tucích se pohyboval 
obsah polymeru kolem 50 % na biomasu [8]. 
3.7. Srovnání možných strategií izolace PHA 
Izolace PHA z bakteriální buňky je dalším důleţitým krokem, který významně ovlivňuje 
náklady na celkovou produkci PHA. Nízkonákladová izolace můţe sníţit celkovou cenu 
získaného polymeru a konkurovat tak petrochemickým plastům. Cílem izolace je také získat 
vysoce čistý polymer, který můţe být vyuţit ve všech odvětvích od medicíny, přes obalové 
materiály aţ po industriální pouţití. Cílem izolačního kroku je zvýšit stupeň rozrušení 
buněčné stěny, který můţe být ještě doplněn o předčištění vzorku biomasy získané po 
kultivaci [66].  
Strategie zisku PHA z biomasy můţe být rozdělena do tří kroků – předčištění, extrakce a 
purifikace, které vedou k zisku vysoce čistého polymeru.     
3.7.1. Předčištění vzorků 
Tento krok izolace je zařazen bezprostředně za kultivační krok, kdy narostlá kultura je 
zcentrifugována a promyta. Předčištění se provádí jako jednostupňové nebo vícestupňové 
s vyuţitím různých metod s cílem usnadnit pozdější rozrušení buněčné membrány [67]. 
Základní způsob předčištění je ohřev biomasy na určitou teplotu. Tento ohřev má za 
následek denaturaci a rozpuštění genetické informace a proteinů, které tvoří buněčnou stěnu, 
coţ vede k porušení stability membrány a zamezení zvýšení viskozity roztoku. Denaturace je 
s výhodou vyuţita pro inaktivaci DNA depolymerázy, která následně uţ není schopna 
denaturovat získaný polymer [68, 69].  
Například pro bakterii C. necator DSM545, bylo v literatuře uvedeno, ţe pro předčištění 
lze pouţít teplotu 85°C po dobu 15 minut [68].  
Dalším moţným přečištěním je aplikace solí – chloridu sodného nebo chloridu 
draselného. Tyto soli vykazují ale niţší účinnost na porušení buněčné stěny, pokud jsou 
aplikovány za vyšší teploty. V takové kultivaci sice dojde k narušení buněk, ale spíše účinkem 
teploty [70].   
Mezi další moţné způsoby chemického předčištění se řadí přídavek alkalického roztoku 
hydroxidu sodného, který byl pouţit při předčištění buněk bakterie Allcaligenes latus před 
následnou mechanickou disrupcí za pokojové teploty [70]. Účinnou předúpravou biomasy 
před mechanickou disrupcí je přídavek 0,01% SDS, který stejně jako další povrchově aktivní 
látky odstraní lipidy [71]. S přibývající koncentrací SDS roste i stupeň narušení buněčné 
membrány [70]. 
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Mezi další fyzikální předúpravy vzorků lze řadit zamrazování. Sníţení teploty pod bod 
mrazu vede k tvorbě krystalů v buňce, které nabírají na objemu a tak jsou schopné rozrušit 
buňku. Zamrazování je i jedna z technik dlouhodobého uskladnění kultury [67]. 
3.7.2. Extrakční metody 
3.7.2.1. Metody využívající rozpustnosti PHA 
Jedná se o jednu z nejstarších metod pro izolaci PHA a tato metoda je zaloţena na 
rozpustnosti PHA v organickém rozpouštědle, zatímco buněčné komponenty zůstávají 
nerozpuštěny a často jsou odfiltrovávány ze získaného roztoku PHA [4].  
Mechanismus působení rozpouštědla můţe být rozdělen do dvou kroků. V prvním kroku 
je modifikována permeabilita buněčné membrány, a aţ ve druhém kroku je PHA rozpuštěno. 
PHA je následně z roztoku rozpouštědla získáno buď odpařením rozpouštědla, nebo 
vysráţením v roztocích, které PHA nerozpouští [67]. 
V literatuře jiţ bylo publikováno 48 rozpouštědel pro extrakci PHA. Nejvýznamnějšími a 
nejlepšími rozpouštědly jsou chlorované uhlovodíky (chloroform, 1,2-dichloretan, 
trichloretylen a metylenchlorid) a jejich azeotropické směsi (1,1,2-trichloretan s vodou), 
cyklické uhlovodíky a případně směsi chloroformu s dalšími uhlovodíky [4, 72]. 
Extrakce scl a mcl PHA se liší. Náročnější scl PHA je rozpustný především v uvedených 
chlorovaných uhlovodících, jako je chloroform, kdeţto mcl PHA jsou rozpustné v mnohem 
širším spektru chemikálií (například v acetonu pouţívaném pro předčištění vzorku), které jsou 
levnější a méně toxické [71]. 
Extrakce PHA z bakterie C. necator můţe byt provedena různými rozpouštědly, například 
za pouţití 1,2-propandiolu vede k 79% zisku PHA s čistotou 99,1 % [67].   
Isolace mcl PHA z biomasy Pseudomanos putida je příkladem pouţití acetonu jako 
rozpouštědla PHA. Předúprava vzorku byla provedena přídavkem methanolu, který má velmi 
malý vliv na ztrátu polymeru ve srovnání s NaOH a zahříváním biomasy. Methanol navíc 
biomasu vysuší, čímţ podpoří pozdější izolaci. Samotná izolace byla provedena Soxhletovou 
extrakcí, která byla mnohem účinnější neţ přímý kontakt s acetonem. Vyšší čistota můţe být 
dosaţena opětovným rozpuštěním v acetonu a precipitací mcl PHA přídavkem studeného 
metanolu [71]. 
3.7.2.2. Metody založené na rozpouštění dalších buněčných komponent 
Metody izolace, kdy je ţádoucí odstranění buněčných komponent netvořících PHA, se 
často skládají ze tří kroků. Nejprve je biomasa získaná po kultivaci zahřívána na vyšší teplotu 
s cílem denaturovat proteiny a DNA, druhým krokem je často proteolytické rozloţení 
buněčných komponent a na závěr je získaný polymer přečištěn, tedy promyt povrchově 
aktivní látkou [71]. 
Metoda izolace vyuţívající proteiny byla poprvé publikována firmou Zeneca jako 
alternativa k extrakční isolaci. Pří této izolaci je vyuţíváno proteolytických enzymů, které 
disponují vysokou schopností štěpit vazby mezi jednotlivými aminokyselinami buněčné 
membrány a rozrušit tak obalovou vrstvu PHA [67]. 
Další studie byla provedena při izolaci PHA z bakterie C. necator DSM 545, ve které byly 
ze šestice enzymů vybrány trypsin, bromelain a lysozym, jeţ vykazují vysokou proteolytickou 
aktivitu dané bakterie. Nejlepší výsledek byl získán za pouţití 2% bromelainu (50 °C, pH 9), 
kdy dosahovala čistota získaného PHA 88,8% [68].  
Ve studii byl pouţit také pankreatin. Jeho vyuţití vedlo v izolačním postupu k zisku jen 
62,2 % polymeru, ale jeho čistota se dosáhla na 90% [68].  
Metoda pro zisk mcl PHA pro zisk z biomasy Pseudomonas pomocí enzymů zahrnuje 
tepelnou denaturaci biomasy, po níţ následuje přídavek nadbytku enzymu a SDS za 
spoluúčasti EDTA. Sledování tohoto procesu prokázalo, ţe biomasa netvořící PHA je 
rozpuštěna a lze získat polymer o čistotě 95 %. SDS se váţe na povrch granulí, čímţ sice 
zabraňuje znovunavázání agregátů vzniklých z rozrušené biomasy, ale zároveň je to látka 
sniţující čistotu polymeru, kterou lze odstranit pouze několikanásobným promytím. Proto je 
snaha minimalizovat mnoţství SDS při izolaci [73]. 
Další studie byla zaměřena na izolaci PHA z buněk P. putida PGA1 za pouţití alkalasy a 
bylo citováno, ţe koncentrace alkalasy je převládající faktor při enzymové izolaci.  Bylo 
zjištěno, ţe pouze 20 minut stačí pro hodnotný lytický průběh. Následná purifikace PHA, 
který byl v roztoku obklopen rozrušenou biomasou, byla provedena pomocí ultrafiltrace a 
kontinuální diafiltrace. Nakonec bylo získáno 90 % polymeru s čistotou 92,6% [69].  
Další metoda kombinující pouţití chlornanu sodného a enzymů byla provedena na 
bakteriích Burgholderia sp PTU9. Ze spektra proteolytických enzymů byl vybrán papain, po 
jehoţ aplikaci bylo získáno 78 % polymeru s čistotou 89% [67]. 
Nejen enzymová izolace PHA byla studována. V literatuře bylo publikováno velké 
mnoţství postupů vyuţívajících organických i anorganických chemikálií. 
K velmi účinným, efektivním a ekonomickým metodám pouţívaným k izolaci PHA patří 
rozpouštění biomasy, která netvoří PHA pomocí povrchově aktivních látek, jako je například 
dodecylsulfát sodný. Tato povrchově aktivní látka je schopná procházet přes fosfolipidové 
dvouvrstvy. Při zvyšující se koncentraci SDS v roztoku, roste i procento inkorporovaných 
molekul do membrány, dokud nepraskne a nevytvoří velké micely sloţené z fosfolipidů 
membrány a povrchově aktivní látky, přičemţ PHA je uvolněn do prostředí. Další funkcí 
povrchově aktivní látky je rozpustnost proteinů, ale i buněčných komponent netvořících PHA 
[47, 67]. Jeden gram SDS je schopný rozpustit 0,72 g buněčných komponent neobsahujících 
PHA [66].  
Isolace PHA pomocí povrchově aktivní látky, konkrétně dodecylsulfát sodný (SDS), byla 
aplikována na biomasu R. eutropha NCIMB11599, přičemţ bylo zjištěno, ţe pokud poměr 
mezi SDS a biomasou je vyšší neţ 0,4, lze získat PHA s čistotou přesahující 95 % [66]. 
Komponenty netvořící PHA lze rozpustit například za vyuţití chlornanu sodného a získat 
tak čistý PHA – 86% čistota u C. necator a 93% čistota u E. coli. Nevýhodou této metody je 
vysoká degradace polymeru během izolace, ta ale není pozorována, pokud je PHA izolována 
z buněk C. necator a E. coli. Tato zvláštnost je připisována krystalické morfologii polymeru 
v bakteriích [67].  
Pokud byla izolace pomocí chlornanu draselného kombinována se záhřevem biomasy 
PHA, byl z buněk Cupriavidus taiwanensis 184 získán s čistotou 99% a 94% účinností 
izolace [67]. Vlivem chlornanu draselného klesá molekulová hmotnost, pokud je ale přidán 
sulfát sodný, lze pokles molekulové hmotnosti zmírnit z původních 30 % na 14% [74]. 
Další moţnou strategií je izolace pomocí směsi chelatačního činidla a povrchově aktivní 
látky. Mechanismus rozrušení buněčné stěny povrchově aktivní látkou byl vysvětlen jiţ dříve. 
Mechanismus akce chelatačního činidla je závislý od sloţení buněčné stěny. Pokud buněčná 
stěna obsahuje dvojmocné ionty, činidlo je schopno vytvořit komplexy s těmito ionty a 
destabilizovat vnější membránu. Tato nestabilita ale vyvolá oslabení vnitřní membrány a 
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buňka se rozpadá. Pouţití chelatačního činidla tak hraje důleţitou roli při dezintegraci buněk 
biomasy a významně zvyšuje čistotu získaného polymeru [47, 73].  
 Ačkoliv metody, kdy je pouţita povrchově aktivní látka a chelatační činidlo, jsou 
vyhovující a lze získat produkt o vysoké čistotě, přičemţ není zatíţeno ţivotní prostředí, 
přece jen je zde problém s velkým mnoţstvím odpadní vody. Proto byl navrţen proces, kdy je 
jednou pouţitá odpadní voda je znovu obohacena o malé mnoţství povrchově aktivní látky a 
chelatačního činidla. Pokud čistota získaného polymeru klesne pod 96 %, k čemuţ obvykle 
dojde po 7 cyklech, je výsledná odpadní voda přečištěna přídavkem kyseliny chlorovodíkové 
a aktivního uhlí [75]. 
Tento postup byl testován na bakterii C. necator, za koncentrací 0,12:1 pro povrchovou 
látku:CDW a 0,8:1 pro chelát (EDTA):CDW. Čistota polymeru sice dosáhla 98,7 %, ale 
molekulová hmotnost klesla z 402 000 na 316 000 [75].  
Významný podíl v izolaci PHA z bakteriálních buněk hrají i mechanické metody, jeţ se 
dělí do dvou velkých skupin. První skupinu představují metody, kde dochází ke kontaktu 
buněk s pevnými překáţkami a řadí se zde kuličkové mlýny. Druhou skupinou jsou postupy, 
kde je vyuţíváno kapaliny, jako například při vysokotlaké homogenizaci [67] 
3.7.3. Purifikační metody 
Obecně uţívanými metodami pro přečištění získaného polymeru je aplikace peroxidu 
vodíku kombinovaná s aktivitou enzymů nebo chelatačních iontů [77]. Dále byla vyvinuta 
metoda uţívající ozón, kdy do toku plyného kyslíku je přidáno 2-5 % ozónu. Přítomnost 
ozónu zapříčiňuje bělení, deodorizaci a rozpustnost přítomných nečistot [76].  
Tato metoda by v budoucnu mohla nahradit pouţití peroxidu vodíku, která má mnoho 
nevýhod, jako je například vysoká teplota (80-100°C), nestabilita peroxidu vodíku při 
vysokém obsahu biomasy nebo sníţení molekulové hmotnosti získaného polymeru [76]. 
  
4. PRAKTICKÁ ČÁST 
4.1. Použité chemikálie, materiál a přístroje 
4.1.1. Bakteriální kmeny 
V práci byla pouţita bakteriální kultury Cupriavidus necator H16 a Bacillus subtilis CCM 
2793, které byly získány z České sbírky mikroorganismů Masarykovy univerzity v Brně. 
4.1.2. Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů 
Agar Powder, Himedia (India) 
Beef extract, Difco laboratories (USA) 
 Peptone, Himedia (India) 
 Nutrient Broth, Himedia (Indie) 
4.1.3. Ostatní chemikálie 
Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], Fluka (USA) 
Poly[3-HB-co-HV] (USA) 
1,4-butandiol (USA) 
 
Všechny ostatní pouţité chemikálie byly čistoty p.a. 
4.1.4. Přístroje 
Plynový chromatograf: 
Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA) 
Kolona - DB-WAX 30 m by 0,25 mm 
 
Ostatní přístroje: 
Spektrofotometr VIS, Helios , Unicam (UK) 
Spektrofotometr UV-VIS, Helios , Unicam (UK) 
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Německo) 
Analytické váhy, Boeco (Německo) 
Laminární box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA) 
Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Německo) 
Termostatovaná třepačka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (ČR) 
Termostat, LS-35 (ČR) 
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA) 
Beţné laboratorní sklo a vybavení. 
 
 
Kapitoly 4.2. až 6. jsou předmětem utajení a nemohou být zveřejněny. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
PHA    polyhydroxyalkanoáty 
PHB    polyhydroxybutyrát 
P(3HB)   poly(3-hydroxybutyrát) 
P(4HB)   poly(4-hydroxybutyrát) 
PHV    polyhydroxyvalerát 
P(3HV)   poly(3-hydroxyvalerát) 
scl PHA   short-chain-length PHA 
mcl PHA   medium-chain-length PHA 
lcl    long-chain-length PHA 
P(3HB-co-3HV)  kopolymer poly 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu 
P(3HB-co-20% 3HV)  kopolymer poly (3-hydroxybutyrátu a 20% 3-hydroxyvalerátu) 
P(3HB-co-16% 4HB)  kopolymer poly(3-hydroxybutyrátu a 14% 4-hydroxybutyrátu) 
P(3HB-co-10% 3HHx) kopolymer poly(3-hydroxybutyrátu a 10% 3-hydroxyhexanoátu) 
P(3HB-co-6% 3HD)  kopolymer poly(3-hydroxybutyrátu a 6% 3-hydroxydekanoátu) 
ACR    acetyl-CoA reduktáza 
TCA    tricarboxylic acid cycle 
CDW    cells dry weight 
POME    palm oil melt eluent 
SDS    dodecylsulfát sodný 
EDTA    kyselina ethylendiamintetraoctová 
GC FID   plynová chromatografie s plamenově ionizačním detektorem 
3HB    3-hydroxybutyrátová monomerní jednotka 
4HB    4-hydroxybutyrátová monomerní jednotka 
3HV    3-hydroxyvalerátová monomerní jednotka 
 
 
 
 
 
 
 
